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临床 研究 


肝 细 胞 癌 患 者 外 周 血循环 肿瘤 细胞 阳性 提示 预后 不 展 


FRAG, MAIR, BR, RSH, RA, Heh 
南方 医科 大 学 南方 医院 肝胆 外 科 , 广 东 广州 510515 


摘要 :目的 评价 外 周 血 循环 肿瘤 细胞 (CTCs) 检 测 在 肝 细 胞 癌 临 床 诊治 中 的 应 用 价值 。 方 法 随机 选取 2013 年 7 月 ~2015 年 1 
月 期 间 南 方 医院 肝胆 外 科 收 治 的 肝 细胞 癌 患 者 296 例 为 肝 细 胞 癌 组 ,并 同时 收集 39 例 非 肿瘤 或 肝脏 良性 肿瘤 患者 为 对 照 组 , 采 
用 广州 益 善 生物 技术 股份 有 限 公 司 开发 的 CanPatrol™ CTCs 检 测 技 术 检测 肝 细 胞 癌 组 及 对 照 组 患者 外 周 血 中 CTCs 的 分 布 情 
况 , 并 分 析 外 周 血 CTCs 阳性 与 肝 细 胞 瘤 患 者 临床 病理 参数 之 间 的 关系 ,以 及 CTCs 与 肝 细 胞 癌 患 者 术 后 无 瘤 生 存 时 间 的 关 
系 。 结 果 在 对 照 组 患者 外 周 血 中 未 检测 到 CTCs ,在 肝 细 胞 癌 组 中 ,191 例 患 者 外 周 血 中 检测 到 CTCs ,阳性 率 为 64.5% ,显著 高 
于 对 照 组 CP<0.05); 肝 细胞 癌 患 者 外 周 血 中 CTCs 阳性 与 患者 血清 甲 胎 和 蛋白 水 平 .肿瘤 数量 TNM 分 期 BCLC 分 期 门静脉 癌 栓 
及 转移 等 显著 相关 (P<0.05); 在 127 例 接受 根治 性 手术 治疗 的 肝 细 胞 癌 患 者 中 ,CTCs 阳性 的 肝 细 胞 癌 患 者 术 后 无 瘤 生存 时 间 
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显著 缩短 (P<0.05)。 结论 肝 细 胞 癌 患 者 外 周 血 CTCs 阳性 提示 预后 不 良 , CTCs 可 以 成 为 监测 肝 细 胞 癌 患 者 预后 一 个 较 好 的 


辅助 指标 。 


关键 词 : 肝 细胞 癌 ; 循 环 肿瘤 细胞 ;外 周 血 ;临床 病理 参数 ;CanPatrol™ 


Positive circulating tumor cells in the peripheral blood may indicate a poor prognosis in 


patients with hepatocellular carcinoma 


GUO Botang, LIU Xincheng, HUANG Yu, OU Huohui, LI Xianghong, YANG Dinghua 
Department of Hepatobiliary Surgery, Nanfang Hospital, Southern Medical University, Guangzhou 510515, China 


Abstract: Objective To assess the value of detecting peripheral blood circulating tumor cells (CTCs) in the diagnosis and 
treatment of hepatocellular carcinoma (HCC). Methods A total of 296 patients diagnosed with HCC admitted in our 
department from July 2013 to January 2015 were analyzed, with 39 patients with benign liver disease serving as the control 
group. The distribution of CTCs in the peripheral blood of HCC patients were detected by CanPatrol™ CTCs, and its 
relationship with the clinical features and prognosis of the patients were analyzed. Results CTCs were detected in 64.5% (191/ 
296) of the HCC patients but in none of the control group (P<0.05). Positive CTCs in peripheral blood of HCC patients were 
significantly correlated with serum AFP level, tumor number, TNM stage, BCLC stage, portal vein tumor thrombus and 


metastasis (P<0.05). In 127 HCC patients receiving radical surgery, the patients positive for CTCs showed significantly shorter 
relapse-free survival time (P<0.05). Conclusion Positive CTCs in the peripheral blood may indicate a poor prognosis in HCC 


patients. CTCs may serve as a indicator for monitoring the prognosis of HCC. 
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肝 细 胞 瘤 L(HCC) 是 世界 上 最 常见 的 恶性 肿瘤 之 
一 ,严重 威胁 人 类 的 健康 "。 目 前 , 肝 细 胞 癌 的 主要 治疗 
方法 包括 手术 切除 .介入 治疗 .射频 消融 \ 分 子 生物 靶 向 
治疗 以 及 肝 移 植 等 ”。 近 年 来 , 随 着 现代 医学 的 不 断 发 
展 以 及 肿瘤 诊疗 技术 的 不 断 提 高 , 肝 细 胞 癌 患 者 的 总 体 
预后 也 较 过 去 有 所 改善 ,但 是 ,复发 和 转移 仍然 是 影响 
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PAD AAT BRI OL 。 循 环 肿瘤 
细胞 (CTCs) 是 指 自发 或 因 诊 疗 操 作 进入 外 周 血 中 的 肿 
桨 细胞“ 。 有 研究 表明 ,CTCs 与 乳腺 癌 \ 结 直肠 癌 、 非 小 
细胞 肺癌 等 多 种 肿瘤 的 转移 和 复发 显 若 有 关 , 因 此 研究 
者 提出 ,准确 检测 肿瘤 患者 外 周 血 中 CTCs 的 分 布 情况 
对 监测 肿瘤 患者 的 预后 和 治疗 反应 以 及 治疗 方案 的 选 
择 有 重要 意义 ”"。 然 而 截止 目前 ,CTCs 在 肝 细 胞 癌 复 
发 及 转移 中 的 作用 尚 缺 乏 较 全 面 的 研究 ,本 人 研究 通过 检 
测 肝 细胞 癌 患 者 外 周 血 中 的 CTCs, 分 析 其 与 肝 细 胞 癌 
患者 临床 病理 参数 以 及 预后 的 关系 ,初步 探讨 CTCs 检 
测 在 肝 细 胞 癌 临 床 诊治 中 的 应 用 价值 。 
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1 资料 和 方法 
1.1 临床 资料 

随机 选取 2013 年 7 月 ~2015 年 1 月 期 间 南 方 医院 
肝胆 外 科 收 治 的 肝 细 胞 癌 患 者 296 例 及 非 肿 瘤 或 肝脏 
良性 肿瘤 患者 39 例 ,其 中 ,127 例 患者 接受 根治 性 手术 
治疗 , 且 被 术 后 病理 学 检查 证 实 为 肝 细 胞 癌 。 肝 细胞 癌 
患者 的 纳入 标准 为 :(1) 满 足 4 原 发 性 肝癌 诊疗 规范 
2011 版 中 肝 细 胞 肝癌 的 临床 诊断 标准 ;(2) 入 院 前 未 
接受 过 任何 治疗 ;(3) 未 合并 患 有 其 他 原 发 肿瘤 。 所 有 
研究 对 象 均 签署 知情 同意 书 。 


表 1 核酸 探 针 序列 


Tab.1 Nucleic acid probe sequence 


12 检测 方法 

本 研究 采用 广州 益 善 公司 开发 的 CanPatrol™ 方 法 
检测 肝 细 胞 癌 患 者 外 周 血 中 的 CTCs。 其 实验 原理 为 : 
首先 裂解 外 周 血 中 的 红细胞 ,并 利用 CTCs 与 白细胞 的 
大 小 差异 通过 纳米 技术 进行 CTCs 的 分 离 和 富 集 ,然后 
通过 多 重 mRNA 原 位 分 析 方 法 对 富 集 的 CTCs 进行 特 
异性 基因 核酸 定位 ,从 而 达到 对 CTCs 进行 分 型 和 鉴定 
的 目的 ,所 用 到 的 核酸 探 针 及 其 序列 见 表 1"" ,具体 步 又 
如 图 1。 


Gene 


Sequence (5'—3') 


EpCAM 


CK8 


CK18 


CK19 


Vimentin 


Twist 


CD45 


TGGTGCTCGTTGATGAGTCAAGCCAGCTTTGAGCAAATGA 
AAAGCCCATCATTGTTCTGGCTCTCATCGCAGTCAGGATC 
TCCTTGTCTGTTCTTCTGACCTCAGAGCAGGTTATTTCAG 


CGTACCTTGTCTATGAAGGAACTTGGTCTCCAGCATCTTG 
CCTAAGGTTGTTGATGTAGCCTGAGGAAGTTGATCTCGTC 
CAGATGTGTCCGAGATCTGGTGACCTCAGCAATGATGCTG 


AGAAAGGACAGGACTCAGGCGAGTGGTGAAGCTCATGCTG 
TCAGGTCCTCGATGATCTTGCAATCTGCAGAACGATGCGG 
AAGTCATCAGCAGCAAGACGCTGCAGTCGTGTGATATTGG 


CTGTAGGAAGTCATGGCGAGAAGTCATCTGCAGCCAGACG 
CTGTTCCGTCTCAAACTTGGTTCTTCTTCAGGTAGGCCAG 
CTCAGCGTACTGATTTCCTCGTGAACCAGGCTTCAGCATC 


GAGCGAGAGTGGCAGAGGACCTTTGTCGTTGGTTAGCTGG 
CATATTGCTGACGTACGTCAGAGCGCCCCTAAGTTTTTAA 
AAGATTGCAGGGTGTTTTCGGGCCAATAGTGTCTTGGTAG 


ACAATGACATCTAGGTCTCCCTGGTAGAGGAAGTCGATGT 
CAACTGTTCAGACTTCTATCCCTCTTGAGAATGCATGCAT 
TTTCAGTGGGCTGATTGGCACTTACCATGGGTCCTCAATAA 


TCGCAATTCTTATGCGACTCTGTCATGGAGACAGTCATGT 
GTATTTCCAGCTTCAACTTCCCATCAATATAGCTGGCATT 
TTGTGCAGCAATGTATTTCCTACTTGAACCATCAGGCATC 


1.2.1 样本 采集 使 用 8 号 采血 针 和 EDTA 抗 凝 采 血管 
采集 10 mL 外 周 血 , 血 样 采集 后 ,将 EDTA 抗 凝 采 血管 
上 下 颠倒 混 匀 10 次 ,再 经 样本 采集 连通 器 将 血液 输入 
样本 保存 管内 ,上 下 颠倒 10 次 ,充分 混 匀 ,室温 放置 
30 min, 

1.2.2 人 外 周 血 CTCs 富 集 将 样本 保存 管内 的 血液 离 
心 ,去 除 上 清 , 再 将 样本 保存 管 中 的 液体 转移 至 过 滤器 
中 ,过 滤 后 用 甲醛 溶液 室温 固定 60 min。 

123 2 ERNA 原 位 分 析 检 测 经 透 化 和 消化 后 依次 
加 入 探 针 工作 液 . 预 扩 增 工作 液 . 显 色 工作 液 ,在 样本 上 


DTA AF DAPD Jt, CES min 于 显微镜 下 直接 
进行 观察 。 
1.3 CTCs 阳性 判定 标准 
本 研究 采用 多 重 RNA 探 针 , 分 别针 对 多 种 CTCs 
特异 性 基因 ,通过 不 同 颜色 获 光 信号 将 CTCSs 分 型 :细胞 
内 CD45(-) .EpCAM(+) 和 CK8/18/19(+) 时 ,显微镜 下 
可 见 红色 这 光 信号 ,为 上 皮 型 CTCs; 细 胞 内 CD45(-)、 
vimentin(+) #ll twist(+) ,显微镜 下 可 见 绿色 荧光 信号 ， 
为 间 质 性 CTCs; 细 胞 内 同时 显示 红色 荧光 及 绿色 荧光 
言 号 的 则 为 混合 型 CTCs( 图 2)。 我 们 定义 : 肝 细 胞 癌 患 


“了 136 ， 
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1 CanPatrol" 方 法 CTCs 检 测 步 又 


Fig.1 Process of CTCs detection by CanPatrol™ method. 


ee 


图 2 艾 光 显微镜 下 CTCSs 分 型 


| Blood collection | | Erythrocyte disruption | 


Nano filtration 


Fig.2 Classification of CTCs under fluorescent microscope. A: Mesenchymal CTCs; B: Epithelial CTCs; C: Hybrid CTCs. 


者 外 周 血 中 检测 到 的 CTCs 数 量 =2 个 /5 mL CTCs fH 
性 ,而 CTCs 数 量 <2 个 /5 mL 为 CTCs 阴 性 。 
1.4 患者 随访 

我 们 对 127 例 接受 根治 性 手术 治疗 的 肝 细 胞 癌 患 
者 进行 电话 或 门诊 随访 ,随访 内 容 : 肝 功能 、 血 常规 、 
AFP 动 态 监 测 .上 腹部 彩超 CT 或 MRI, 必 要 时 行 PETCT 
检查 等 。 我 们 定义 肝 细 胞 癌 患 者 术 后 复发 的 标准 为 : 
(1) 术 后 AFP 下 降 至 正常 义 升 高 或 术 前 阴性 术 后 升 高 的 
病人 ,其 血清 AFP 持 续 进行 性 升 高 =400 hg/L 超 过 1 个 
月 或 持续 升 高 =200 hg/ 几 超过 2 个 月 ,排除 活动 性 肝炎 
或 妊娠 .生殖 系统 肿瘤 的 患者 ;(2) 影 像 学 检查 提示 肝 内 
出 现实 性 占 位 性 病变 ,具有 典型 肝 细 胞 肝癌 影像 学 表现 
的 患者 。 随 访 终止 时 间 为 2016 年 1 月 。 


1.5 统计 方法 

数据 统计 采用 SPSS21.0 统 计 软 件 进行 分 析 ;CTCs 
与 肝 细 胞 癌 患 者 临床 病理 参数 之 间 的 关系 采用 x 检 
验 。 所 有 结果 表述 包括 均 数 + 标准 误 , 统 计量 值 和 具体 
P 值 ;所 有 检验 方法 均 采 用 双 侧 检验 ,检验 水 准 a=0.05。 


2 结果 
2.1 CTCs 检 测 结 果 

在 对 照 组 39 例 患者 的 外 周 血 中 均 未 检测 到 CTCs， 
而 在 肝 细 胞 癌 组 296 例 患者 中 ,191 例 患者 外 周 血 中 检 
测 到 CTCs, 两 组 之 间 CTCs 阳 性 率 具有 显著 性 差异 (P< 
0.05, 表 2)。 在 外 周 血 CTCs 阳性 肝 细 胞 癌 中 ,CTCs 数 
量 分 布 于 0~76/5 mL 之 间 , 中 位 数 为 14/5 mL, 
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表 2 CTCs 在 肝 细 胞 癌 组 及 对 照 组 患者 中 阳性 率 差异 的 比较 
Tab.2 Comparison of CTCs positive rate between the HCC 
and control groups 


CTCs CTCs 
Group Ce (positive) (negative) x a 
HCC 296 191 105 
58.545 <0.001 
Control 39 0 39 


2.2 CTCs 与 肝 细胞 癌 患 者 临床 病理 参数 的 关系 
经 统计 分 析 , 在 296 例 肝 细 胞 癌 患 者 中 ,外 周 血 中 


表 3 肝 细胞 癌 患 者 外 周 血 中 CTCs 与 临床 病理 参数 的 关系 


CTCs 阳性 与 患者 血清 甲 胎 和 蛋白 水平 .肿瘤 数量 .TNM 
分 期 BCLC 分 期 门静脉 癌 栓 及 转移 等 显著 相关 (P< 
0.05, 表 3);logistic 回归 分 析 表 明 , 血 清 甲 胎 蛋 白水 平 大 
于 400 pg/L 多 发 肿瘤 以 及 影像 学 检查 提示 有 门静脉 癌 
栓 的 肝 细 胞 癌 患 者 外 周 血 中 CTCs 的 阳性 率 显著 升 高 
(P<0.05, 表 3); 且 在 血清 甲 胎 和 蛋白 水 平 大 于 400 pg/L, 
伴 有 门静脉 癌 栓 的 晚期 于 细胞 癌 患 者 的 外 周 血 中 检测 
到 的 CTCs 数 目 显著 增高 (P<0.05, 图 3)。 

2.3 CTCs 与 肝 细 胞 癌 患 者 临床 预后 的 关系 


Tab.3 Relationship between circulating tumor cells (CTCs) in peripheral blood and clinicopathological factors in HCC patients 


CTCs (-) CTCs (+) Univariate analysis Multivariate analysis 
Clinical factors 

(n=105) (n=191) Pp OR (95% CI) p 
Gender (M vs F) 88/17 158/33 0.811 
Age (<60 vs =60) (years) 77/28 142/49 0.849 
Cirrhosis (yes vs no) 74/31 147/44 0.220 
HBsAg (positive vs negative) 87/18 151/40 0.621 
a-fetoprotein (<400 vs =400) (ug/L) 74/31 96/95 0.001 2.329 (1.363-3.982) 0.002 
Tumor number (=1 vs >1) 82/23 119/72 0.005 2.036 (1.089-3.805) 0.026 
Tumor size (<5 vs =5) (cm) 45/60 76/115 0.608 
TMN stage ( IHI vs II+IV) 65/40 84/107 0.003 1.883 (0.953-3.721) 0.068 
BCLC stage (A vs B vs C) 41/41/23 51/75/65 0.036 0.771 (0.477-1.247) 0.290 
Metastasis (yes vs no) 27/78 77/114 0.012 1.265 (0.662-2.416) 0.477 
Embolus (yes vs no) 39/66 101/90 0.009 1.738 (1.020-2.962) 0.042 


a: x test; b: Binary logistic regression analysis. 


我 们 后 续 对 127 例 接受 根治 性 手术 治疗 的 肝 细 胞 
瘤 患 者 术 后 无 瘤 生存 时 间 进 行 Kaplan-Meier 生 存 分 析 ， 
结果 显示 :外 周 血 中 CTCs 阳 性 的 肝 细 胞 癌 患 者 术 后 无 
瘤 生存 时 间 (18.8 月 ) 显 著 长 于 CTCs 阴性 的 患者 (13.7 
月 )(P<0.05, 图 4)。 


3 讨论 

1896 年 ,澳大利亚 学 者 Ashworth 从 一 例 转移 性 肿 
瘤 患 者 血液 中 发 现 有 一 种 血细胞 与 肿瘤 细胞 极为 相似 ， 
并 率先 提出 CTCs 概 念 汪 。 越 来 越 多 的 研究 表明 :CTCs 
肿瘤 患者 外 周 血 中 的 检测 对 肿瘤 早期 诊断 、 预 后 评估 以 
及 个 体 化 治疗 具有 重要 意义 ”"。 目 前 ,CTCs 的 检测 方 
法 有 很 多 种 ,如 CellSearch System, ELISPOT (MEX fe 
疫 斑点 技术 ) .CTC 芯 片 技 术 .FAST( 光 导 纤 维 阵列 扫 
Hi) LSC( 激 光 扫 描 细胞 计量 技术 ) 及 qRTPCR 等 ,其 中 
最 具 代表 的 是 经 美国 食品 和 药品 管理 局 批准 并 用 于 临 
床 的 CellSearch 系统 。CellSearch 系统 主要 是 基于 
EpCAM 来 富 集 CTCSsS“"”"。 从 理论 上 来 讲 CellSearch 系 


统 适用 于 所 有 上 皮 源 性 恶性 肿瘤 的 CTCs 检测 ,但 实际 
上 CellSearch 系统 并 不 适用 于 肝 细 胞 肝癌 CTCs 的 检 
测 , 因 为 肝 细 胞 癌 的 上 皮 细 胞 标志 物 EpCAM 的 表达 水 
平 较 低 。CanPatrol™ 系统 是 目前 唯一 可 以 同步 实现 
CTCs 形 态 分 型 细胞 分 型 和 分 子 分 型 的 先进 检测 技术 ， 
该 系统 主要 通过 纳米 过 滤 技 术 来 富 集 CTCs, 而 不 需要 
依赖 特异 生物 标志 物 ( 如 EpCAM) ,从 而 可 以 减少 肝 细 
胞 癌 患 者 CTCs 的 丢失 ,具有 高 灵敏 度 、 高 特异 性 \ 可 重 
复 性 等 优点 "。 在 本 研究 中 ,我 们 发 现在 64.5% 的 肝 细 
胞 癌 患 者 的 外 周 血 中 检测 到 CTCs 的 存在 ,CTCs 数 量 
分 布 于 0~76/5 mL 之 间 , 中 位 数 为 14/5 mL; 而 在 对 照 组 
患者 外 周 血 中 并 未 检测 到 CTCs 的 存在 ,这 说 明 
CanPatrol™ 系统 在 肝 细 胞 癌 患 者 外 周 血 中 CTCs 的 检 
测 中 具有 较 好 的 敏感 性 和 特异 性 。 

目前 认为 ,肿瘤 转移 的 过 程 是 由 一 系列 的 生物 学 过 
程 导致 的 ,其 中 最 主要 的 过 程 为 肿瘤 细胞 从 瘤 体 脱落 、 
进入 血液 ,然后 到 远 处 转移 下 。 进 一 步 统 计 分 析 表 明 ， 
肝 细 胞 癌 患 者 外 周 血 中 CTCs 阳性 与 患者 血清 甲 胎 蛋 
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图 4 肝 细 胞 癌 患 者 CTCs 阳性 组 与 CTCs 阴性 组 无 瘤 生存 
期 的 比较 

Fig.4 Survival analysis in relation to CTCs positivity in 
HCC patients. 


白水 平 .肿瘤 数量 TNM 分 期 -BCLC 分 期 门静脉 癌 栓 
及 转移 等 显著 相关 , 且 在 血清 甲 胎 蛋 白水 平 大 于 400 
kg/ 和 伴 有 门静脉 癌 栓 的 晚期 肝 细 胞 癌 患 者 的 外 周 血 
中 检测 到 的 CTCs 数 目 也 显著 增高 ;此 外 ,在 127 例 接受 
根治 性 手术 治疗 的 肝 细 胞 癌 患 者 中 ,外 周 血 CTCs 阳性 
的 肝 细 胞 癌 患 者 术 后 无 瘤 生存 时 间 显 著 缩短 ;以 上 结果 
说 明 肝 细胞 癌 患 者 外 周 血 CTCs 阳性 提示 预后 不 良 。 
目前 , 肝 细 胞 癌 的 临床 分 期 常 采 用 BCLC 分 期 和 TNM 
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3 细胞 癌 患 者 外 周 血 中 CTCs 数 目 与 AFP、TNM 分 
期 及 门静脉 癌 栓 的 关系 

Fig.3 Correlation of CTC number in peripheral blood 
with AFP level, TNM stage and embolus in the portal 


vein. 


分 期 ,但 这 两 种 分 期 标准 在 临床 应 用 上 均 有 其 局 限 性 ， 
如 BCLC 分 期 主要 依据 肿瘤 大 小 肿瘤 数量 和 肝 功 能 进 
行 评估 ,但 在 我 们 的 研究 中 我 们 发 现 , 即 使 是 BCLC 分 
期 为 A 期 或 TNM 分 期 为 I 期 的 部 分 患者 ,在 手术 后 依然 
出 现 了 早期 复发 的 现象 ,说 明 在 肿瘤 体积 较 小 时 就 可 能 
已 经 存在 目前 影像 学 无 法 检测 的 微 转移 灶 。 可 想 而 知 ， 
此 时 的 分 期 结果 将 不 能 准确 地 反映 出 肿瘤 的 进展 程度 ， 
得 出 的 分 期 结果 往往 与 当时 肿瘤 的 真实 情况 相差 甚 远 ， 
致使 临床 医生 对 肿瘤 状况 的 误 判 而 贻误 治疗 时 机 "”” 。 
或 许 ,我 们 应 该 对 BCLC 分 期 和 TNM 分 期 进行 优化 , 同 
时 把 CTCs 检 测 作为 肝 细 胞 瘤 临 床 分 期 的 另 一 个 指标 ， 
进而 提高 对 肿瘤 转移 复发 能 力 的 预测 水 平 。 当 然 ,本 研 
究 中 由 于 样本 有 限 , 要 明确 CTCs 在 肝 细 胞 癌 远 处 转移 
病灶 形成 中 起 重要 作用 , 仍 需 扩大 样本 量 进一步 验证 。 

综 上 所 述 , 通 过 本 研究 我 们 发 现 , 肝 细胞 癌 患 者 外 
周 血 中 CTCs 阳性 是 患者 预后 的 一 个 危险 因素 ;外 周 血 
CTCs 阴性 提示 肝 细 胞 癌 患 者 预后 不 良 。 因 此 我 们 认 
为 , 肝 细 胞 癌 患 者 外 周 血 CTCs 检 测 可 以 成 为 鉴 测 肝 细 
胞 癌 患 者 预后 一 个 较 好 的 辅助 指标 。 
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